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摘要 : 应 用 逆转 录 - 聚 合 酶 链 式 反应 (RT-PCR 技术 从 吸血 后 24 h 埃 及 贷 蚁 海口 株 总 RNA 中 扩 增 出 了 后 期 胰 和 蛋白 酶 编码 区 
cDNA 序列 。 采 用 自动 DNA 分 析 仪 进行 序列 分 析 ， 并 与 已 知 埃及 伊 蚊 美国 株 后 期 胰 和 蛋白 酶 基因 及 推导 的 氨基 酸 序列 进行 了 
同 源 性 比较 。 结 果 表 明 : 埃及 仇 蚁 海口 株 后 期 胰 和 蛋白 酶 基因 序列 与 美国 株 同 源 性 达 98%， 有 11 个 碱 基 发 生变 异 ; AERA 
源 性 达 99% ， 仅 有 3 个 氨基 酸 发 生变 异 ， 但 与 催化 位 点 密切 相关 的 氨基 酸 及 N 末端 氨基 酸 序列 完全 一 致 。 以 上 结果 显示 ， 
埃及 伊 蚊 胰 和 蛋白酶 不 同 地 理 株 间 存 在 微小 的 差异 。 
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Cloning and sequencing of the blood meal-induced late trypsin gene from Aedes ae- 





gypti Haikou strain 
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Abstract: This paper reports a cDNA sequence and its deduced amino acid sequence in the late trypsin of Aedes aegypti 


Military Medical Sciences, Beijing 


Haikou strain. The cDNA fragment from the whole body of adult Aedes aegypti in 24 h after blood ingesting was amplified 
by RT-PCR and its specificity was confirmed by electrophoresis. The cDNA was inserted into pGEM T easy vector and 
transformed into E. coli JM109. The positive clone was sequenced by an automatic DNA sequencer. The cDNA and the 
deduced amino acid sequence were highly homologous with the late trypsin from the Aedes aegypti American strain» show- 
ing 98% and 99% similarity, respectively. The deduced amino acid sequence is highly homologous with those of other 
mosquitos’ trypsins in both residues around the catalytic pocket and N-terminal sequences. 
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的 血液 、 获 取 营 养 以 完成 生殖 营养 周 环 的 过 程 中 起 
重要 作用 。 近 年 来 对 蚊虫 胰 和 蛋白 酶 的 生理 生化 、 合 
成 与 酶 原 激活 等 均 有 详细 报道 (Graf and Briegal， 
1985; Borovosky and Schlein» 1988; Graf et al.» 1989, 
1991)， 对 黄 热 病毒 和 登 革 病 毒 主 要 传播 媒介 埃及 
伊 蚊 胰 和 蛋白酶 基因 表达 与 调控 的 研究 日 渐 深 入 
(Barillas-Mury et al.» 1993, 1995; Kalhok et al.» 
1993)， 但 国内 尚未 开展 相关 研究 。 为 此 ， 作 者 借 
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助 于 分 子 生 物 学 手段 ， 首 先 克 隆 了 埃及 伊 蚁 海口 株 
后 期 胰 和 蛋白 酶 基因 编码 区 cDNA 全 序列 ， 并 与 其 同 
源 基因 序列 进行 了 比较 ， 为 进一步 利用 DNA 重组 
或 重 白 表达 等 技术 获得 大 量 胰 香 白 酶 创造 了 条 件 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 


总 RNA 提取 试剂 TRIzol Reagent 购 目 Gibco 公 
司 ，RT-PCR 试剂 盒 购 目 Takara 公司 ，Deep Vent 
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DNA 聚合 酶 购 自 Biolab 25], pGEM T easy 载体 系 
统购 自 Promega 公司 。 
1.2 蚊虫 饲养 

埃及 伊 蚁 海口 株 ，3 ~ 6 AR., KAFR EZ 
殖 .。 在 23+1%、 相 对 湿度 80% 45%. JERR 14 hf 
RFS a FE. LIR 18 ~ 24 h 后， 吸食 昆明 系 
小 白鼠 血 ， 饱 血 后 24 bh 收集 蚊虫 用 于 总 RNA 提取 。 
1.3 引物 设计 

根据 Barillas-Mury 等 “1991》 报道 的 埃及 伊 蚊 
美国 株 后 期 胰 和 蛋白 海 cDNA 序列 ， 利 用 GOLDKEY 
软件 设计 2 条 特异 引物 ， 在 Takara 公司 合成 。 

Pi: 上 游 引物 SAAATCTTCACTTCAACGGTGG 3’: 

P2: 下 游 引 物 S'TCATTACCCTGCTCACAGTCC 3’. 
1.4 RRIPA RNA 提取 

采用 Gibco 公司 TRIzol Reagent 总 RNA 提取 试 
剂 提 取 总 RNA。 每 组 取 10 只 蚊虫 ， 加 入 1 mL TRE 
zol 试剂 ， 迅 速 研磨 ， 而 后 室温 静 置 5 min; 加 0.2 
mL 毛 仿 剧烈 振荡 15 s，12 000 x g 离心 15 min; 小 
心 豚 取 上 层 水 相 ， 用 异 肉 醇 沉淀 ，70% 乙醇 洗 1 
次 、 抽 干 。 提 取 的 RNA 溶解 于 适量 DEPC 处 理 的 
无 菌 水 中 ， 测 定 0D 与 0Dyw 值 ， 判 断 RNA 的 质量 
和 纯度 ，- 70 人 储存 备用 。 
1.5 埃及 伊 蚊 后 期 胰 和 蛋白 酶 cDNA 第 一 链 合 成 

利用 TaKaRa 公司 RT-PCR 试剂 盒 反 转录 合成 
cDNA 第 一 链 。 反 应 体系 20 wuL， 含 10 x RNA PCR 
缓冲 液 2 uL, 2.5 mmol/L dNTPs 2 nL， 首 转录 酶 1 
uL C1 U/L), RNA 酶 抑制 剂 1 pL，20 pmol/L Oligo 
CdT) 引物 ， 总 RNA 约 1 ug MgCl 浓度 为 5 mmol/ 
L。 按 以 下 条 件 进 行 反 转录 反应 : 42C, 60 min; 
99%, 5 min; SC, 5 mine 
1.6 PCR 扩 增 

PCR 反应 采用 两 种 方式 : 第 一 种 利用 Takara 公 
F) RNA PCR 试剂 盒 ， 体 系 50 nL， 取 上 述 反 转录 产 
物 10 uL EIA 25 mmol/L MgCl, 3 pL, 10x PCR 
缓冲 液 5 uL» Takara Tag 酶 0.5 U， 上 游 引 物 及 下 游 
引物 各 20 pmol。 第 二 种 方法 基本 同上 ， 采 用 Biolab 
公司 的 Deep Vent 酶 ， 该 酶 有 3—5 RIL HE. A 
很 高 的 保 真 性 。PCR 反应 条 件 如 下 : 94% 预 变性 3 
min; 94°C 1 min; 60°C 1 min; 72°C 1 min， 循 环 30 
KR, 72°C HEF 8 mine PCR RIVA RI, 1.2% BRA 
糖 电 泳 鉴 定 结果 。 
1.7 PCR 产物 的 克隆 和 序列 测定 

PCR 产物 连接 入 pGEM T Easy 载体 ， 转 化 感受 
态 大 肠 杆菌 JM109 后 ， 将 菌 铺 在 预先 涂 有 X-gal 和 














IPTG 的 氯 卞 青 堆 素 琼脂 平板 上 ，37% 培养 过 夜 ， 
挑 取 白 色 克 隆 扩 大 培养 提取 质粒 。 利 用 EcoRI # 
UR EcoRI + Ps 工 双 酶 切 ， 鉴 定 阳 性 重组 子 ， 
鉴定 正确 的 克隆 利用 ABI377XL DNA 自动 测序 仪 进 
行 序列 测定 。 
1.8 序列 同 源 性 分 析 

利用 NCBI 提供 的 同 源 性 比较 软件 BLAST 2.0 
进行 同 源 性 比较 分 析 ， 对 由 该 基因 推导 出 的 氨基 酸 
序列 也 进行 分 析 。 


2 结果 


2.1 埃及 伊 蚊 后 期 胰 和 蛋白 酶 cDNA 及 同 源 性 比较 

根据 Barillas-Mury (1991) 报道 的 埃及 伊 蚁 
美国 株 后 期 胰 香 白 酶 基因 序列 ， 设 计 了 两 条 特异 性 
引物 ， 以 吸血 后 24 h 埃及 伊 蚊 海 口 株 总 RNA 为 模 
板 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 链 ， 用 两 种 PCR 方式 均 扩 
增 出 长 度 800 bp 左右 的 片段 ， 与 预期 扩 增 片段 大 
小 一 致 。 该 片段 连接 入 pPGEM T Easy 载体 ， 经 
EcoR | #BBY)X EcoRT + Pst | MMB), FS 
基因 存在 Pst 工 位 点 ， 但 不 存在 EcoRI TA. BR 
隆 到 pGEM T Easy 载体 中 的 基因 片段 进行 序列 测 
定 ， 结 果 表 明 该 基因 全 长 788 bp， 与 报道 的 埃及 伊 
蚊 美 国 株 后 期 胰 蛋 白 酶 基因 同 源 性 达 9%8%， 有 11 
个 碱 基 发 生变 异 ， 其 中 包括 单一 EcoRI 位 点 的 一 
个 碱 基 突 变 ， 使 这 一 位 点 不 复 存在 ， 这 也 印证 了 酶 
切 鉴定 的 结果 。 图 1 为 埃及 伊 蚊 海口 株 与 美国 株 后 
期 胰 蛋 白 酶 编码 区 cDNA 核 苷 酸 序列 的 比较 。 
2.2 埃及 伊 蚊 后 期 胰 蛋 白 酶 基因 编码 氨基 酸 序 列 
分 析 及 同 源 性 比较 

分 析 表 明 ， 该 基因 含 773 bp 的 开放 阅读 框 ， 
可 编码 257 个 氨基 酸 〈3 ~ 773 bp)， 其 中 包括 15 个 
氨基 酸 的 信号 肽 (3 ~ 47 bp)、10 个 氨基 酸 的 激活 
肽 “48 ~ 77 bp)。 整 个 编码 序列 与 Barillas-Mury 等 
(1991) 报道 的 埃及 伊 蚊 美国 株 胰 蛋白酶 氨基 酸 同 
源 性 达 99%， 仅 有 3 个 位 点 的 氨基 酸 发 生变 异 
《图 1)。 


3 讨论 


埃及 伊 蚊 吸 食 动物 的 血液 后 ， 中 肠 内 的 胰 蛋 白 
眩 分 泌 旺 盛 ， 它 由 中 肠 上 皮 细 胞 产生 并 分 泌 于 肠 
腔 ， 吸 血 前 不 存在 ， 吸血 后 则 被 诱导 以 为 “早期 ” 
和 “后 期 ”形式 合成 并 分 泥 (Felix et al.，1991; 
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Ti AAATGTTCACTTCAACGGTGGTTTTCGCATCTCTGATGGCTTTGGCTTCGGCCTTCCCAT 60 
于 E esana 60 
TL CGTTGGACAACGGTCGGGTAGTAAACGGACAAACGGCTACCCTCGGTCAGTTCCCATTCC 120 
ie oes Sasa EAn {------+--------------------------- 120 
TI AAGTTCTCTTGAAAGTTGAACTCTCTCAGGGACGTGCCTTGTGTGGCGGAAGCTTGCTGA 180 
T2  -------------------------------------------- en 180 
Tİ GTGACCAATGGGTCCTCACGGCTGGACACTCCACHGATGGAGCCAAATCGTTCGAAGTCA 240 
T2 =-------------------------- -一 一 一 一 …… 一 一 一 一 -一 一 一 一 一 - 240 
T1 CTCTCGGGGCTGTTGATTT CGAGGATACAACTAATGACGGCCGTGTTGTACTGACCGCAA 300 
T2 ---------7=7-------- C-------- ie nga le eae kc 300 
T1 CGGAATACCACCGCCACGAGAAGTACAACCCACTGTTCGCTACGAATGATGTGGCCGTTG 360 
T2 一 一 一 一 一 - ----- = = = - = ===- 360 
TL TCAAACTACCAACTCCGGTAGCATTCAACGACCGAGTCCAACCGGTAAAACTGCCCACCG 420 
T2 - - --- A-- -~ -= 420 
TL GAAGTGATACCTTTACCGACCGCGAGGTTGTCGTCAGTGGCTGGGGACTGCAGAAGAACG 480 
T2 -一 - A -~ — ~----480 
T1 GAGGAAACGTAGCGGACAAGTTGCAGTACGCTCCCCTGACGGTGATCAGTAACAACGAAT 540 
T2 = se Re 540 
Ts GCTCGAAGGCCTACAGCCCGT TAGTGATCAAGAAGACCACTCTGTGCGCCAAGGGTGAAA 600 
T2 二 元 全 一 二 了 全 ---C 600 
TI ACAAGGAATCGCCGTGCCAAGGAGATTCCGGTGGCCCATTGGTTTTGGAAGGCGAGAACG 660 
T2 = Hane Hi = 660 
{1 TTCAGCTGGGAGTGGTCAGCTTCGGCCATGCTGTCGGATGCGAACAGGGATACCCGGGAG 720 
T2 -一 --- -一 G-- - 720 
Tl CATTCGCTCGGCTGACGTCCTTCGTCGATTGGATCAAGCAGAAGACTGGACTGTGAGCAG 780 
T2 E Be --- ~~ 一 一 780 
T1 GGTAATGA 788 

T2  ------- 788 


图 1 埃及 伊 蚊 海口 株 〈TL) JSR ARIK cDNA BERA 
氨基 酸 序列 与 美国 株 〈T2) 的 比较 
Fig. 1 Comparison of nucleotide sequences and amino acids in the late trypsin 


cDNA of Ae. aegypti Haikou strain (TI) and American strain (T2) 


“_ ”表示 核 背 酸 及 氨基 酸 序列 相同 ;“T+ C” 推 导 的 信和 号 肽 裂解 位 点 ; “GA G” 激 活 肽 裂解 位 点 《埃及 伊 
OE Cha BARR A AS cDNA 序列 GenBank 登录 号 为 : AF187078) 


“ 


2 . . . . . . . . . . . 
—” same nucleotide; “T4 C” indicates the predicted site of signal cleavage: “G * G” indicates site of the putative activa- 


tion peptide (GenBank accession number of the late trypsin cDNA of Ae. aegypti Haikou strain: AF187078) 


45 58 5 期 


Graf et al.，1991)。 通 过 对 胰 和 蛋白 酶 基因 的 克隆 与 
序列 测定 ， 作 者 获得 了 埃及 伊 蚁 海口 株 后 期 胰 和 蛋白 
酶 基因 编码 区 cDNA 全 序列 ， 与 Barillas-Mury 等 
(1991) 报道 的 埃及 伊 蚊 美 国 株 后 期 胰 筷 白 酶 基因 
同 源 性 达 98%。 己 报道 的 序列 存在 单一 EcoRI 位 
点 ， 作 者 扩 增 的 胰 和 蛋白酶 基因 则 没有 EcoRI MA. 
氨基 酸 序列 比较 结果 表明 二 者 有 3 个 氨基 酸 的 差 
异 ， 但 二 者 N 末端 氮 基 酸 序列 〈 如 激活 肽 、 活 化 
MO 与 Graf (1901) 报道 的 蚊虫 胰 香 和 白 酶 N 末端 
序列 相同 ， 胰 和 蛋白酶 催化 位 点 His-45，Asp-100， 


Ser-203 亦 高 度 保守 ， 还 具 由 3 对 半 脱 氨 酸 组 成 的 
二 硫 键 结构 ， 对 保证 胰 酶 肽 链 的 正确 折合 非常 重 
要 ， 这 表明 已 经 克隆 出 埃及 伊 蚁 海口 株 后 期 胰 和 绰 白 
酶 基因 全 序列 。 以 上 结果 亦 表明 ， 埃 及 伊 蚊 相同 蚊 
种 不 同 地 理 株 之 间 的 胰 和 蛋白 酶 基因 存在 着 很 小 的 变 
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